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1. はじめに
この約 20年間に，細胞接着分子の接着力や，タン
パク質，DNAなど生体分子のアンフォールディング
力など“ピコ”ニュートン単位の力を測定するため
の有効な手段として，光ピンセット（Laser Optical 
Tweezers: LOT），磁気ピンセット（Magnetic Tweezers: 
MT），そして，原子間力顕微鏡（Atomic Force Micros-
copy: AFM）などが開発され，広く利用されてきた 1)．
また，それ以外にも，ナノポアを使った測定技術な
ど興味深い手法も近年紹介されてきている 2)．しか
し，個々の測定方法には多くの利点と同様に，問題
点や限界があり，実験条件に適した利用が重要とな
る（表 1）．本文では 90年代前半から Evans研究室で
開発されてきた Biomembrane Force Probe（BFP）法を
紹介する 3)-6), 10)．BFP法は，生体物質である“赤血
球膜”をバネプローブとして利用したユニークな測
定法で，そのおもな特徴は，1）測定範囲が，LOT
法と AFM法の両方にまたがる，2）バネ定数が AFM
法のそれよりも小さい，3）細胞実験に非常に適す
る，などがあげられる．小さなバネ定数は，系全体
に与えるプローブ以外のバネ定数を小さく保ち，
AFM法のように全長や持続長を知らなくても接着分
子の自発的なオフレート（1/toff：自発的に結合が外れ
る頻度）が得られる利点がある 6)．3）の特徴の理由
は，バネ定数と，ダンピング係数が比較的小さいの
でプローブの感度が速く，細胞膜表面などのやわら
かな試料をたたく場合に憂慮される表面の変形や，
それに伴う再接着などの問題を最小限に抑えられる
からである．また，BFP法では，LOT法のような溶
液の加熱 7)を心配する必要がない，などの利点もあ
る．では，BFP法がどのような装置であるかを見て
いくことにしよう．
2. BFP法
2.1　BFP装置
図 1aに示すように BFP法の装置本体は倒立型光学
顕微鏡，赤血球プローブのバネ定数を制御する圧力計
（マノメーター），毛細管（マイクロピペット）の運動
を速度制御するピエゾコントローラー，コンピュー
ター，プローブビーズの位置を記録する高速度カメラ
（約 1,500 fps）と，試料を操る“マジックハンド”と
なる 3つのマイクロピペット A，B，Cからなる．
赤血球プローブとなる A（内径約 2.0 µm）には圧力
計測装置，マノメーターが取り付けられ，赤血球を吸
引する．その先端にはストレプトアビジン −ビオチ
ン結合を利用した接着 4)によりプローブビーズ（直
径約 2 µmのボロシリケートグラスビーズ）が C（内
径約 2 µm）によって取り付けられる（図 1b，写真左
側）．このとき，プローブのバネ定数は吸引圧力によ
り正しく制御される（後述）．ビーズ表面上にはリガ
ンドタンパク質が高分子鎖を介して化学結合され
る 4)．B（内径約 2-3 µm）にはレセプタータンパク質
をもつビーズ（直径約数ミクロン）あるいは細胞が吸
着され，コンピューター制御されたピエゾコントロー
ラーの運動を伝える（図 1b，写真右側）．運動は，1：
プローブビーズへの接近，2：接着（ポーズ），3：一定
の速度で接着を引っ張る，の繰り返しで，時間に伴う
プローブビーズの X = 0からの位置変化 DXを観察し，
バネ定数 kfにより接着力曲線を得る（図 1c）．ただし，
水の流体摩擦が与えるレイノルズ応力の影響により，
3の速度には限界がある．これは，他の測定法でも同
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じで，運動を行うプローブあるいはターゲット（試
料）のサイズと速度に依存するため注意が必要であ
る 6)．多重結合の測定を避けるため接着頻度は約
10-20%になるよう，試料の濃度調整をする．
2.2　赤血球プローブのバネ定数の求め方
BFP法では通常，約 150 mOsmのハイポトニック緩
衝液中で測定を行うため，円盤状の赤血球膜（生体内
約 300 mOsm）は，その膜内外の浸透圧差のため外部
の水を吸収し膨張する．この膨張された赤血球をマイ
クロピペット Aで吸引（吸引圧力 DP）すると図 1b，
写真左側のようになり，プローブ赤血球膜表面上には
一様な張力 tm：
 tm = DPRp/[2(1−Rp/Ro)] （1）
が働き，フックの法則がなり立つバネのように振る舞
う 4)．ここで，Roは赤血球外殻の半径，Rpはマイクロ
ピペットの内径の半径である．バネの伸縮方向は吸引
方向と同軸で，バネ定数 kfは第 1次近似式により
 kf ≈ 2ptm/[ln(4Ro2/(Rprb)] （2）
として与えられる 4)．rbはプローブビーズの接着面の
半径である．以上の関係式からバネ定数が求まり，
DP調整により，サイズが異なる個々の赤血球プロー
ブに対しても常に一定に保たれる．赤血球プローブと
ターゲット試料は数百回のターゲット繰り返し運動ご
とに新しいものに取り替えられる．調整された赤血球
膜は通常，破裂しはじめるまでの約 1週間の使用が可
能である．
図 1	 	
BFP装置の概略図．（a）BFP装置の配置，（b）赤血球プローブ映像
写真，（c）接着力曲線のモデルとそのときのマイクロピペット B
の運動
表 1	 	
生体分子の分子間力測定法がもつ特徴（文献 1からのデーターを含む）．*カッコ内にある値は BFP垂直測定法を用いた場合である 3)．
測定領域	
（pN）
バネ定数	
（pN/nm）
精度	
（nm）
ダンピング係数
（pN·sec/nm）
プローブサイズ
（µm）
測定対象となる系 長所と短所
MT 10−3-102 10−6-10−3 5-10 ̶ 0.5-5
基板上にある DNAのト
ポロジー測定
一定の力を保つ測定に適
するが，プローブ運動能
力が限定
LOT 0.1-102 0.005-1 0.1-2 10−5 0.25-5
基板上での弱い力の分子
間相互作用および構造安
定性の測定
感度が速く，力のノイズ
が小さいが，フォトダ
メージや加熱による心配
BFP 0.5-103 0.1-3 8-10（2-5） 10−4 6-7
基盤，細胞膜上での分子
間相互作用および構造安
定性の測定
細胞の測定に適するが，
測定溶液の浸透圧や pH
が限定
AFM 10-104 10-105 0.5-1 10−3 100-250
基板上での強い力の分子
間相互作用および構造安
定性の測定
力測定と同時に高分解像
が得られるが，感度が遅
く，力のノイズが大きい
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3.  インテグリン，セレクチン分子の細胞質内外での
接着力測定
生命維持のための重要な役割を果たしている生体分
子の 1つであるインテグリンやセレクチンなどの細胞
接着分子は白血球膜上に存在し，組織の炎症というシ
グナルを受け取ると活性化され，血管内皮細胞上の結
合リガンド分子への効果的な接着を行いながら，白血
球の遊走（ローリング），強い接着（細胞接着），そし
て患部組織への浸潤を導く 8), 9)．では，接着分子とそ
の結合リガンド分子間の接着力がどのようにコント
ロールされ，また，テーリン，アクチニン，パキシリ
ン，ビンキュリンといった細胞骨格系タンパク質との
シグナル伝達にどのような影響を及ぼすのか？　われ
われの研究室では，これらの細胞の外から内側へ（ア
ウトサイドイン），中から外へ（インサイドアウト）
の情報伝達と接着分子との関係を BFP法を用いて調
べている．
精製された α4b1インテグリンをターゲットビーズ
に，そのリガンド分子 VCAM-1の接着ドメイン 1と 2
（2dVCAM-1）をプローブビーズに固定し，1 mM Mg2+
水溶液中で測定を行った結果，図 2aのような接着力
曲線が負荷速度 rf = 670 pN/s（直線の傾き）で得られ
た．一般に，Bellモデル（脚注参照，（A）式）により，
外力 fで結合が外れる確率分布を調べると，ある一定
の力 f*で最大値，つまり，“結合が外れる頻度の最も
高い力”をもつことがわかる．また，この値は負荷速
度依存性をもち
 f* = fb ln[rf  toff  /fb] （3）
となる 5)．ここで，fb(= kBT/xb)は熱の活性化距離 xbと
熱エネルギー kBTで表されるパラメーター（図 3での
直線の傾き）である．そこで，2dVCAM-1/α4b1イン
テグリン接着相互作用がもつ，異なる負荷速度での f*
の値を測定した結果，図 3a，太線が得られ，横軸と
の切片とその傾きから 1/toff = 0.6−0.8/sec，fb = 14 pNが
求まった 5)．
次に，ビーズの代わりに，α4b1インテグリンをもつ
リンパ球の 1つ，B-cellをターゲットに用いて同様の
実験を行った結果，一定であった負荷速度が突然，
減速（⊗印：約 60 pN）し，その後，接着が外れた
（図 2b）．これは，インテグリンの細胞質“外”ドメ
インでの結合は保ったまま，途中 ⊗印で，細胞質
図 2	 	
測定された接着力曲線．（a）2dVCAM-1/α4b1インテグリンのグラ
スビーズ基盤上での接着力および，接着がない場合（挿入図），
（b）2dVCAM-1/B-cell（細胞上）の接着力．⊗印はテザーリングが
始まる力，*印は細胞質外のリガンド／レセプター結合が外れる
力を示す 5)．
図 3	 	
細胞接着分子が示す負荷速度と接着力 f*との関係．図はそれぞれ，（a）α4b1インテグリン，（b）Pセレクチン，（c）αLb2インテグリン，の
接着力を示す．太線は細胞質外（リガンド／レセプター間），細線は細胞質内ドメインでの接着力（アンカー力）を示す．図の斜線領域内で
は，細胞質内外での結合は外れず，灰色の領域はテザーリングが生じる領域である 5)．
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“内”ドメインでの細胞骨格系タンパク質との結合，
アンカー（anchor），が外れ，細胞膜がチューブ状の
紐のように引っ張りだされた状態，つまり，テザー
リング（tethering）が始まったことを示す（図 4）．た
だし，細胞膜には常に一定の張力 sが働いているた
め，アンカーが外れた後でも，張力の緩和は見られ
なかった．以上の測定を繰り返し行い，アンカーが
外れる f*を測定した結果，1/toff = 0.04/sec（fb = 10 pN）
が得られ，テザーリングの頻度は負荷速度によって，
20%（240 pN/s）から 60%（6,800 pN/s）に増大した
（図 3a）．
以上の結果をさらに詳しく調べるため，他の細胞接
着分子，Pセレクチン（リガンド PSGL-1，1 mM 
Ca2+），αLb2インテグリン（リガンド ICAM-1，2 mM 
Mg2+）に対しても同様な実験をリガンドビーズとヒト
好中球（PMN）を用いて行った．その結果，Pセレク
チンの場合，細胞質外での PSGL-1との弱い結合，す
なわち大きな 1/toff = 0.37/sec（fb = 18 pN）にもかかわら
ず，PMN細胞質内ではそれ以上の強いアンカー力を
もたず，1/toff = 0.7-1.7/sec（fb = 17 pN），すべての測定
速度領域でテザーリングが観察された（図3b）．一方，
αLb2インテグリンの場合，リガンド ICAM-1に対する
1/toff = 0.007/sec（fb = 6 pN）は Pセレクチンの場合より
も二桁も小さく非常に強い結合を示したが，PMN細
胞質内でのアンカーが最初に外れる割合は低く，テ
ザーリングはほとんど観察されなかった（図 3c）．以
上の結果は，一般にセレクチンは白血球の血管内皮細
胞上での弱い結合，つまり，テザーリングを伴うロー
リングに寄与し，αLb2インテグリンは，細胞接着や浸
潤など強い結合に寄与することに一致する．この結果
を考慮すると，α4b1インテグリンの場合は，その負荷
速度により αLb2インテグリン（低速度）と Pセレク
チン（高速度）の両方の特徴をもち，図 3a中の矢印
（約 104 pN/s）が示す負荷速度近辺で，はじめに外れ
る結合部位が α4b1インテグリンの細胞質外から質内
にスイッチされたと考察される．これは，α4b1インテ
グリンが白血球のローリングと細胞接着の両方に寄与
すると指摘されている文献にも一致する 9)．
4. おわりに
このように BFP法は，人工基板および，細胞膜上
のどちらでも，生体分子 1分子の接着力測定が可能な
手法である．この利点から，今後，細胞質内外での情
報伝達を含めた細胞接着分子の機能と役割をより詳し
く観察できることが期待される 10)．
最後に，本文を投稿するにあたり貴重な助言をいた
だいた山崎昌一教授（静岡大学）と元研究室メンバー
の Benjamin Smith氏（Brandeis大学）に深く感謝のお
礼を申し上げます．この研究成果は National Institutes 
of Health grant, HL65333（ボストン大学 Evan Evans教
授）の支援によるものである．
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図 4	 	
テザーリングの模式図．アンカーが外れる位置は不明である．
Bellモデル：
接着を引っ張る方向に外力 fが働くとき，熱の活性化距離 xbにあ
る接着のポテンシャルエネルギーバリアはその力の方向に沿って
減少され，結合が外れる頻度 koffは指数関数的に増大する
5)．
	 koff(f)	≈	(1/toff)exp(fxb/kBT)	 （A）
kBTは熱エネルギーを示す．
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